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論文内容要旨
 消化管における水,電解質輸送の調節機構としてmineralocorticoidは重要な役割を果たして
 いる。一方,胃粘膜も胃酸分泌に伴い活発な電解質輸送が行われており,mineralocorticoidの
 調節を受ける可能性があるが,mineralocorticoidreceptor(MR)の有無については詳細な検
 討が行われていない。また,11β一hydroxysteroiddehydrogenasetype且(11β一HSD2)は,
 glucocorticoidを不活化する酵素であり,aldosterone標的臓器におけるステロイド結合に選択
 性を与えている生理的調節因子のひとつであるが,胃粘膜における発現について詳細な検討は行
 われていない。そこで,本研究では,ヒト胃粘膜におけるMRならびに11β一HSD2の発現につ
 いて,[3H]一aldosteronebindingassay,免疫組織化学,さらに,Northemblotanalysisな
 らびにRT-PCR法により検討した。
(1)[3H]aldosteronebindingassay
 胃体部粘膜では[3H]aldosteroneのspeci£icbindingが検出された。胃体部粘膜標本10例
 のScatchardplotanalysisから,Kdは0.72十/一〇.05nM(mean十/一S.E.),Bmaxは5.99十/
 一1.38fmol/mgproteinとなった。一方,胃前庭部粘膜標本5症例ではspecificbindingは検出
 されなかった。
 (2)MRmRNAのNorthembbtanalysis
 胃体部粘膜におけるMRmRNAのNorthemblottingでは6.OKbにbandを認めた。
 (3)MRと11β一HSD2mRNAのRT-PCR
 ヒト胃粘膜の胃体部ならびに前庭部からの内視鏡下鉗子生検標本各5例を用い,MRならびに
 11β一HSD2mRNAのRT-PCR法を行った。胃体部粘膜標本では,MRならびに11β一HSD2に
 対するRT-PCRにより各々574bpならびに483bpにsinglebandとなるPCRproductsが得ら
 れた。これは,予想されるbandのsizeに一致していた。PCRdirectsequenceにより,これら
 のPCR-produetsがMRならびに11β一HSD2mRNAに由来するものであることが確認された。
 (4)MRと11β一HSD2の免疫組織化学
 健常胃体部領域標本15例と健常胃前庭部領域標本10例の4%paraformaldehydeもしくは
 10%formaline固定paraffin包埋標本を用い,MRならびに11β一HSD2の免疫組織化学を施行
 した。MRならびに11β一HSD2ともに胃底腺の壁細胞に陽性となった。MRは壁細胞の細胞質
 と核に陽性となった。一方,11β一HSDは壁細胞の細胞質にびまん性に淡く陽性となった。両者
 とも胃前庭部には明らかな陽性像は認められなかった。MRについては,Epon-Araldite樹脂包
 埋標本を用いたMRの免疫染色とその連続切片による電顕観察を行った。Epon-Araldite樹脂包
 一534一
 埋標本のMR陽性細胞に一致する細胞は,電顕観察により,大型で円形の核を有し,管腔側細
 胞膜に多数のmicrovilliと細胞質内に多数のintraceHuユarcanajicubsと発達したmhochon-
 driaを持つ大型細胞であり,壁細胞に一致する電顕像であった。
 胃粘膜におけるMRと11β一HSD2の発現に関する検討はこれまで行われていなかったが,
 glycyrrhetinicacidやcarbenoxoloneなどのMR親和性や11β一HSD阻害作用を持つ薬剤が抗
 潰瘍作用を持つことから,胃粘膜がmineralocorticoidの標的臓器の一つである可能性が示唆さ
 れていた。本研究では,ヒト胃粘膜においてもMRおよび11β一HSD2が発現していることを証
 明し,とくに,壁細胞がmineralocorticoidの標的細胞であることを明らかとした。これは,
 mineralocorticoidが胃酸分泌に関連する種々の電解質輸送の調節に重要な役割を果たしている
 可能性を示唆するものである。しかし,胃粘膜におけるminera工ocorticoidの生理学的意義につ
 いては未だ不明な点が数多く残されている。今後さらなる検討が持たれるところである。
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 審査結果の要旨
 本研究は,ヒト胃粘膜におけるmineralocorticoidreceptor(MR)ならびに11β一hydroxyst
 eroiddehydrogenasetype2(11β一HSD2)の発現を証明した研究である。
 胃粘膜も胃酸分泌に伴い活発な電解質輸送が行われており,mineralocorticoidの調節を受け
 る可能性があるが,これまでヒト胃粘膜についてMRの有無については詳細な検討が行われて
 はいなかった。また,11β一HSD2は,glucocorticoidを不活化する酵素であり,aldosterone標
 的臓器におけるステロイド結合に選択性を与えている生理的調節因子であるが,胃粘膜における
 発現に関する検討は行われていなかった。従って,本研究の着眼点は非常に独創的なものと評価
 できる。
 本研究では,〔3H〕一aldosteronebindingassayによる生化学的レセプターアッセイやNorth-
 emblottingならびにRT-PCR法といった分子生物学的手法によるmRNAの確認,さらに,
 電顕との連続観察を組み合わせた免疫組織化学による細胞同定を行い,様々な角度からヒト胃粘
 膜におけるMRならびに11β一HSD2の発現を検討している。
 〔3H〕aldosteronebindingassayでは,胃体部粘膜に〔3H〕aldosteroneのspecificbinding
 が検出され,NorthemblottingならびにRT-PCRにより胃体部粘膜にMRmRNAの発現を
 明らかにした。11β一HSD2についてもRT-PCRにより胃体部粘膜にmRNAの発現を証明して
 いる。RT-PCR産物はPCRdirectsequenceにより,その特異性を確認してあり,結果の評価
 としては十分である。さらに,免疫組織化学により胃底腺壁細胞にMRと11β一HSD2が共存し
 ていることを明らかにしている。MRについては,Epon-Araldite樹脂包埋標本を用いたMR
 の免疫染色とその連続切片による電顕観察を行い,MR陽性細胞が壁細胞であることを電顕的
 に証明している。以上の結果をもとに,胃粘膜壁細胞がmineralocorticoidの標的細胞であるこ
 とを指摘し,mineralocorticoidが胃酸分泌に関連する種々の電解質輸送の調節に重要な役割を
 果たしている可能性があることを多数の文献を引用しながら考察しているが,その論理展開にも
 矛盾はない。
 本研究は,これまで知られていなかった胃粘膜におけるMRと11β一HSD2の発現と局在を証
 明した初めての報告であり,検討に用いた手法も適切で多岐に渡り,その研究成果は胃酸分泌の
 ホルモン調節機構について重要な示唆を与えるものと考えられ,従って,本研究は学位に・・卜分値
 する。
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